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PEPTIDE 



Die vorliegende Erfindung be tr if ft neue Polypeptide 
der Forme 1 

| d 

Y—Tyr— Leu — leu — Asp-Cys — Pro-Q— Gly— NH 2 • I 
I — —I 

worin Q den Rest des Arginins oder Lysins und 
T den Rest des Cysteins, der p-Kercapto- 
propionsaure (Hpr) oder Gly-Cys- dar- 
stellen und alle Aminosaure'n mit einein 
Asymmetriezentrum L-Konfiguration auf- 
weisen, 

und deren pharmazeutiseb. anwendbare, nicht-toxische Saure- 
additionssalze, sowie Verfahren zur Herstellung dieser Ver- 
bindungen. 
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Bei den unter der Pormel I zusammengefassten. Verbindungen 
der Forme In 

I 2 

Y— Tyr — Leu — Leu— Asp — C ys — Pro — Arg— Gly— NH 2 la 



und 



I 2 

Y — Tyr —Leu —Leu —Asp — Cys — Pro — Ly s — Gly — NH^ lb 



in denen Y die oben angegebenen Bedeutungen 
hat, 

handelt es sich urn Analogs und deren Derivate der in der 
Natur vorkommenden Neurohypophysen-Hormone , z.B. des Arginin- 
bzw« Lysin-Vaaopressins, der Formeln 

,2,2 

Cys — Tyr — P he — Glu — Asp— C ys —Pro — Arg — Gly— NH 2 Ila 

und 

NH 0 NH 0 
I I 

Cja — Tyr— Phe — Glu— Aap— C ys — Pro — Lys— Gly — NH 2 lib 

Gegentiber den in der Natur vorkommenden Vasopressinen unter- 
scheiden sich die erf indungsgemassen Verbindungen durch 
den Ersatz der Aminosaure Phenylalanin durch 

Leucin, • der Aminosaure Glutamin durch Leucin und ggf . der 
Aminosaure Cystein durch P-Mercaptopropionsaure oder das 
Dipeptid Glycylcystein. 



409823/1 105 



- 3 - 



2357334 



Bei den unter der allgemeinen Formel I zusammen- 
gefassten Verbindungen handelt es sich im einzelnen um die 
folgenden Polypeptide: 

I 2 

Cys— Tyr — Leu — Leu — Asp— Cys— Pro — Arg— Gly — NH 2 III 



•7 A • 

= [Leu , Lea ] -Argininvasopressin 
i 

Cys — Tyr — Leu— Leu— Asp — Cys —Pro— Lys— Gly — NH 2 IV 



J 



= [Leu^, Leu^J-Lysinvasopressin. 
I 2 

Mpr —Tyr — Leu— Leu — Asp —Cys— Pro —Arg— Gly — NII ? 
I I 



V 



= Deamino^fLeu^ , Leu^]-argininvasopressin 

NH 0 
I 

Mpr— Tyr— Leu— Leu — Asp— Cys —Pro— Lys — Gly— NH 2 VI 



= Deamino^-t Leu^ , Leu^] -lysinvasopressin 
I 2 

Gly — Cys —Tyr— Leu— Leu —Asp — Cys — Pro— Arg— Gly — NH^ VII 

= Gly-[Leu^, Leu^]-argininvasopressin 
I 2 

Gly — Cys — Tyr— Leu — Leu — Asp— Cys — Pro — Lys— Gly— NH 2 VIII 



= Gly-[Leu , Leu^]-lysinvasopres3in 
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Die in der vorliegenden Patentanmeldung verwende- 
ten AbkUrzungen fUr die einzalnen Aminosauren und ihre 
Schutzgruppen sind die in der Peptidchemie bisher gebrauch- 
lichen und dem Fachmann allgemein bekannten [Literatur: 
Schroder, B. und Lubke, K. , : The Peptides, Academic Preaa, 
New York & London, Bd. I (1965) und Bd. II (1966) und IUPAC- 
IUB-Regeln]; 3 i e bediirfen daher .hier keiner weiteren Defini- 
tion. 

Im Ubrigen wird die p-Mercaptqpropionsaure, die sich 
vom Cystein ableitet, in der vorliegenden Anmeldung ebenfalls 
als "Aminosaure" betrachtet, sodass beispielsweise von p-Mer- 
captopropionyl-tyrosin als von einem Dipeptid usw. die Rede 
ist. 

Sofern nicht ausdrucklich andera vermerkt, handelt 
es sich bei den Aminosauren mit einem Asymmetriezentrum 
etets um die L-Konfiguration. 

Beispiele pharmazeutisch anwendbarer, nicht-toxiacher 
Saureadditionasalze sind Salze mit anorganischen Sauren wle 
Salzsaure, Bromwaaserstoff , Phoaphorsaure , Schwefelaaure und 
Perchloraaure oder mit organischen Sauren wie Easig-, Oxal-, 
Malein-, Aepfel-, Vein- oder Citronensaure . 

Die neuen Polypeptide der Formel I und ihre SSure- 
additionaaalze konnen in an aich bekannter Weise hergeatellt 
werden, inabesondere dadurch, dass man 
a) von einem Peptid der Formel 
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NH-R 2 

! I 

n — CH— CO — Tyr — Leu— leu— Asp— IJH— CH— CO— Pro-Q 1 - Gly-NH 2 

CH 0 CH 0 

S — — S IX 

worin R 1 Wasserstoff oder einen Rest R^-NH- 



,11 



Wasserstoff, eine Aminos chut zgruppe oder den 
ggf . geschlitzten Glycylreat, 



2 

R Wasserstoff oder eine Amidschutzgruppe, 
Q 1 einen Rest der Formel 

. -NH-CH[ - ( CH 0 ) ,-NH-C (*=NH ) -NHR 3 ] -CO- oder 



-NH-CH[-(CH P ) A -NH-R 4 ]-CO- , 



l 2'4 
3 

R Wasserstoff oder eine den Guanidinrest 
schiitzende Gruppe und 

4 

R Wasserstoff oder eine die e-Aminogruppe 

des Lysins schiitzende Gruppe bedeuten, aber 

12 3 
mindestens einer der Reste R , R und R bzw, 

4 

R eine Schutzgruppe darstellt bzw. enthalt 
und alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 
zentrum L-Konfiguration aufweisen, 
die Schutzgruppe (n) abspaltet und daa freie Peptid gege- 
-benenfalls durch Umsetzung mit einer organischen oder 
anorganischen Saure in ein pharraazeutisch anwendbarea, 
nicht-toxisches Saureadditionssalz iiberfUhrt, oder 
b) ein Peptid der Formel 

7 1 
R — CH— CO — Tyr — Leu — Leu— Asp — NH— CH— CO — Pro — Q — Gly - MH 2 

CH CH~ 

S— B? R- — S X 
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worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat. 
5 6 

R und-R jeweila l/asaerstoff Oder Sulfhydryl- 
schutzgruppen darstellen und 

7 

R' V/asserstoff, H 2 N- oder Gly-MH- ist und 
alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 
zentrum L-Koiif iguration aufweiscn, 
oxydiert, unter gleichzeitiger oder vorgangiger Abspaltung 
gegebenenfall3 vorhandener Schutzgruppen und das Reaktions- 
produkt gevhinschtenfalls durch Unaetzung mit einer organischen 
oder anorganischen 3aure in ein pharmazeutisch anwendbarec, 
nicht-toxische3 Saureadditionssalz Uberfiihrt, oder 
c) ein Peptid der Formel 

ITH-R 2 

1 • 

R — CH— CO — Tyr — Leu— Leu — Asp-HII— CH— CO — Pro— Q 1 — Gly — NH 



S 



I d 5 c I 2 

3 — R . n^-s 



3 XI 

worin R 1 Wa3serstoff oder R 1:L -NH- f 

R Wasserstoff , eine Aminos chut zgruppe oder den 



gegebenenfalls geschiitzten Glycylrest, 
tfasaerstoff oder eine 
einen Rest der Formel 



2 

R tfasaerstoff oder eine Amidachutzgruppe, 



-NH-CH[ - ( CH 2 ) 3 -NH-C ( =NH ) -NHR 3 ] -CO- oder 

-NH-CH [ - ( CH 2 ) 4 -NH-R 4 ] -CO- , 
R^ Waaserstoff oder eine den Guanidinrest 
achiitzende Gruppe; 

4 

R Wasserstoff oder eine die e-Aminogruppe dea 

Lysins achiitzende Gruppe und 
5 6 

R^ und R jeweila Wasseratoff oder Sulfhydryl- 
schutzgruppen darstellen, aber mindestens 
einer der Reste R 1 , R 2 und R 3 bzw. R 4 " 
eine Schut zgruppe daratellt bzw. enthalt 
und alle Aminoaauren' mit einem Asymmetries; 
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zentrum L-Konf iguration aufweisen, 
unter gleichzeitiger Abspaltung der Schutzgruppe (n) oxydiert 
und das Reaktionsprodukt gewiinschtenfalls durch Umsetzung mit 
einer organischen oder anorganischen Satire in ein pharraa- 
zeutisch anv/endbares , n^cht-toxisches Saureadditionssalz iiber- 
fiihrt, oder 

d) eine Verbindung der Formel 

.f 2 

Mpr —Tyr —Leu — Leu — Asp — C ys —Pro — Q — G-ly — R 8 XII 

worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat , 
Hydroxy oder ein die Carboxylgruppe 
aktivierender Rest ist und 
Mpr den Rest der P-Mercaptopropionsiiure bedeutet, 
amidiert oder 

e) ein Hexapeptid der Formel 



1 8 
CH 0 — CO — Tyr — Leu — Leu — Asp -NH— CH — CO — R XIII 

CH 0 CH 0 
I 2 l 2 



mit einem Tripeptid der Formel 

H-Pro — Q- Zly-m 2 ' XIV 
bzw. ein Heptapeptid der Formel 

CH 2 - CO-Tyr — Leu— Leu— Asp— im — CH — CO — Pro-R XV 

S S 

mit einem Dineptid dofg^gWfJ f n Q g 
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H— Q-Gly— NH 2 XVI 
bzw. ein Octapeptid der Formel 

NH~ 

I 2 

CHg— CO — Tyr — Leu— Leu— Asp— NH- CH— CO -Pro — Q — It 8 XVII 

S 3 

mit Glycinamid umsetzt unci das erhaltene Nonapeptid escebenen- 
falls in ein pharmazeutisch anv/endbares f nicht-toxisches Saure- 
additionssalz uberflihrt, vrobei in den Formeln XIV und XVT Q 
die oben angegeoenen Bedeutungen hat, R 8 Hydroxy oder eine die 
Carboxylgruppe aktivierende Gruppe darstellt, und alle Amino- 
sauren mit eineni Asyminetriezentrum L-Konf iguration aufweisen.. 

Die Oxydation einer Verbindung der Formeln X oder 

XI kann in bekannter Veise erfolgen (siehe z.B. Schrbder- 

Lubke, Bd* I, Seite 275 f f ) , vorzugsweise in wassriger oder 

wassrig-organischer Lbsung durch Einleiten von Loft oder 

Saueratoff oder mittels Wasserstoffperoxid, Jed, 1,2-Di- 

jodathan oder Xaliumferricyanid. Allfallig vorhandene 

Sulfhydrylschutzgruppen Gormen vorgangig der Oxydation oder 

simultan entfernt werden. Eine Verbindung der Formel X. 
5 6 

mit R = R = Wasserstoff , Trityl, Benzhydryl, Acetamido- 
methyl, Benzyl thioraethyl und Isobutyloxymethyl kann bei- 
spielsweise mit Dirhodan ((SCN) 2 ) zum cyclischen Peptid 
oxydiert werden, eine Verbindung der Formel X mit R^= R 6 = 
Wasserstoff, Trityl oder Acetamidoraethyl beispielsweise 
mit Jod. 

Die Abspaltung von Schutzgruppen aus einem Peptid der 
Formeln IX oder XI kann ebenfalle in allgemein be- 
kannter Weise und unter den fur die einzelnen Gruppen 
geltenden Reaktionsbedingungen erfolgen. 
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Die Araidierung elnes Peptids der Formel XII ins- 
besondere eines solchen, in dem Q den Rest des Arginins 
darstellt, kann in an sich bekannter V/eise erfolgen, vor- 
zugsweise durch schbnenden Umsatz des aktivierten Esters 
mit wassrigem Ammoniak . bei Raumtemperatur . 

Es konnen alle ini Zusammenhang mit Peptidsynthesen 
bekannten Schutzgruppen verwendet werden. 

Beispiele fur Amino schutzgruppen sind solche vom Acyl- 
Typ (wie Formyl, Benzoyl, Phthalyl, Trif luoracetyl, p-Tosyl, * 
Aryl- und Alkylphosphoryl, Phenyl- und Benzylsulf onyl , Trityl- 
sulfenyl, o-Nitrophenylsulf enyl, y-Chlorbutyryl oder o-Mtro- 
phenoxyacetyl), vom Alkyl-Typ (wie Trityl, Benzyl, Alkyliden) 
Oder vom Urethan-Typ (wie Carbobenzoxy , p-Brom-, p-Chlor- 
oder p-Methoxycarbobenzoxy, Tolyloxy-, Allyloxy-, Cyclopentyl- 
oxy-, Cyclohexyloxy-, t-Butyloxy- oder 1,1-Dimethylpropyloxy-, 
2-(p-Biphenylyl)-2-propyloxy-carbonyl oder Benzylthiocarbonyl) . 
Ferner konnen Aminogruppen durch Protonierung geschiltzt 
werden. Beispiele fur Amidschutzgruppen sind Xanthenyl, 2,4- 
Dimethoxy benzyl, 2 ,4, 6-Trimethoxybenzyl und 4,4'-Dimethoxy- 
benzhydryl. 

Als spezielle Schutzgruppen fur den Argininrest seien 
beispielsweise genannt: p-Tosyl, Carbobenzoxy, p-Nitrocarbo- 
benzoxy, t-Butoxy- f Adamantyloxy- oder Isobornyloxycarbonyl. 
Der Argininrest kann ferner durch Protonierung oder Nitrierung 
geschiitzt werden. 

Beispiele filr Sulfhydrylschutzgruppen sind Alkyl- oder 
Arylthiogruppen wie Aethylthio, t-Butylthio oder Phenylthio; 
Alkyl- und substituierte Alkylgruppen wie t-Butyl f 2-Diathoxy- 
barbonyl-athyl, Benzyl, Trityl, p-Methoxybenzyl f p-Nitrobenzyl , 
4-Picolyl, Benzylthiomethyl, Acetamidomethyl oder Isobutyl- 
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oxymethyl; Acylgruppen wie Carbobenzoxy , Benzoyl , Acetyl, 
p-Methoxy-benzyloxy-carbonyl oder Aethylaminocarbonyl oder 
Tetrahydropyran-2-yl. 

Die Aucgangsverbindungen dor Pormeln IX, X, XI, XII, 
XIII, X\T und XVII sind neue Verbindungen und ebenfalls Gegen- 
stand der Er'findung. 

Die Herstsilung der Ausgangsverbindungen kann in an 
sich bekannter Weise -inter Verwendung der ublichen, insbasondere 
der obengenannten Schutzgruppen erfoigen, 

Beispiele fur Carboxylschutzgruppen sind 0- und S-Ester 
(vie Methyl-, Aethyl-, t-Butyl-, Benzyl-, Cyanomethyl-, 
Phthalimidomethyl-, 4-Picolyl-, 2-p-Tosy lathy 1-, Phenyl-, 
p-Nitrophenyl-,. .Thiophenyl- oder p-tfitrobenzylester) , Amide 
Oder Hydrazide (wie Trityl-, Phenyl-, Carbobenzoxy- oder 
t-Butoxycarbonylhydrazide ) o Pernor kann die Carboxylgruppe 
durch Salzbildung geachlitzt werden. 

Beispiele fiir aktivierte Carboxylgruppen sind Ester 
wie Cyanomethyl-, p-Cyano phenyl-,* p-Nitrophenyl-, 2,4,5- 
Trichlorphenyl-, Thiophenyl-, p-Nitrcthiophenyl-, 1-Benz- 
triazolyl-, Phthalimidyl- , 1-Succinimidyl-, 1-Piperidyl-, 
8-Chinolyl-, 5-Chlor-8-chinolyl- , 2-Pyridyl-, 2-Thiopyridyl- 
ester oder Azide. 

Eine Verbindung der Formel X oder XI kann bei- 
spielsweise durch sukzessive Kettenverliingerung eines 
Dipeptides urn eine Aminosaureeinheit oder aus 2 oder 
mehreren Bruchstucken synthetisiert werden. Durch Oxydation 
in bekannter Weise kann eine Verbindung der Formel XI in 
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eine Verbindung der Pormel IX uberfuhrt werden. Bine Ausgangs- 
verbindung der Formel IX kann aber auch z.B. durch Urns etzung 
einer Verbindung der Pormel 



HH-R 

I Q 
R 9_ Qjj- c0 -Tyv — Lsu -Leu— Asp-llH- CII- CO- R XVIII 

£ . 3 

worin R^ und R die oben angegebenen Be- 
deutungen haben und 
R^ V/asserstoff , eine geschutzte Amino- 
gruppe Oder den geschutzten Glycyl- 
aminorcst darstellt, 
mit einen Tripeptid der Pormel 



H— Pro— Q' — Gly — NH 2 XIX 

worin Q* die oben angegebene Eedeutung hat , 
dargestellt werden. 

Eine Verbindung der Pormel XII kann beispielsweiae 
dadurcli erhalten werden, dass man eine Verbindung XIII, in 
der R 8 eine aktivierte Estergruppe darstellt, mit cinem 
Tripeptid der Formel 

H — Pro — Q-Gly-OH XX 
umsetzt und das Reaktionsprodukt gewunschtenfalls in an sich 
bekannter Weise in einen aktivierten Ester uberfuhrt. 

Q 

Eine Verbindung der Formel XVIII, in der R V/assersto: i ; 
ist, kann aber auch leicht durch Entfernung der Amidschutz S rup?e 
in ein Hexapeptid der Formel xni uberfuhrt werden. Die 
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Heptapeptide XV und Octapeptide XVTI konnen z.B. 
durch Umsetzung des Hexapeptides XIII rait einer Verbindung 
der Formel Pro-R 8 bzw. Pro-Q-R 8 erhalten werden* 

Die Methode der Herstellung von Nonapeptiden der 
Forrael I nach dem Prinzip 6+3, 7+2 oder 8+1 sowie durch 
Amidierung ist vorzugsweise ftir.die Reihe der Arginin- 
vasopressin-Analogen geeignet* 

Die erfindungsgeaiassen Verbindungen der Formel I haben 
hormonelle Aktivitat, qualitativ ahnlich der der Neuro- 
hypophysen-Hormone . Speziell hervorzuheben ist die starke 
natriuretische Aktivitat. Die erf indungsgemassen Verbindungen 
sind sowohl hinsichtlich der Wirkungsstarke als auch hin- 
sichtlich der . Wirkungsdauer naturlichem Argininvasotocin 
([ile^J-Argininvasopressin) und dem von V.J. Hruby et al. 
[J.Biol. Chem. 244, 3890 (1969)] hergestellten [Leu 4 ]-0xy- 
tocin, einem Neurohypophysen-Hormonanalogen, das die 
starkste bisher bekannte natriuretische Aktivitat aufweist, 
uberlegen. Die blutdrucksteigernde Wirkung der erfindungs- 
gemassen Verbindungen ist geringer als die von Arginin- 
vasotocin, so dass die natriuretische Aktivitat der Ver- 
bindungen I gegeniiber der blutdrucksteigernden Aktivitat 
selektiv gesteigert ist. 

Das [Leu^,Leu^]-Argininvasoi:re£:sin hat eine TRF. T 

Na 

(Tubular Rejections Fraction des ITa, nach Cort. et al. 

A.J. of Physiol. 21£ (1963) 921) an der Katze von 6,9^ bei 

20 |.ig/kg und eine Halbvertszeit der V/irkungsdauer von 40 Kinutcji. 
1 3 4- 

Das Deamino -[Leu ,Leu " ]-argininva^ooressin hat eine TRF„ vci: 

Na 

4,3^ bei 20 ng/kg und eine Halbwortoaeit der Wirkungsdauer 
von 45 ttinuteri. Das Gly*[leu^,leu^]-argininvasppre£sin hat Giro 
TRF y a von 5,2>S bei 50 jag/kg und eine Halbwertszeit der V/irkuivjo- 
dauer von 45 Minuten. 
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Aufgrund der angegebenen biologisch.en Aktivitaten 
eignen sich die Verbindungen zur Behandlung ~on Oedemen 
verschiedenster Art und allgemeinen Stbrungen des Elektro- 
lytstoffwechsels, 3peziell solchen der Ifetrivjnretantion. 

..Die Dosierung soil nach dem individxiellen Bedarf 
geregelt vrerden und katui swischen 100 \xg bis 10 mg pro 
Einzeldosis, ein- bis mehrraals pro Tag verabreicht ? variieren 

Die Uonapeptide kbnnen in Form der freien Basen oder 
als Salze mit organ! schen oder anorganis.cb.en Sauren oder mit 
Sauregruppen enthaltenden Polycieren (wie s,3. Carboxymethyl- 
cellulose oder Tanni nsaure) entiveder alleine oder in Form 
von geeigneten medizinischen Zubereitungen fur z,3* orale ; 
parenterale 3 enterale oder intranasale Applikation ver- 
abreicht werden. Zur Herstellung medizinischer Zubereitungen 
kbnnen die Verbindungen mit anorganischen oder organischen 
Hilf sstoffen, die inert und physiologisch akseptierbar sind, 
verarbeitet v;erden. 

Beispiele fUr solche Hilfsstoffe sind: 
fiir Tabletten: Lactose, Starke, Talkum und Stearinsaure ; 
fiir Injektionslbsungen: Y/asser, Allcohble, Glycerin und 

Pflanzenole; 

fiir Suppositorien: Natiirliche und gehartete Oele. und YJachse; 
fiir intranasale Spriihlbsungen: Wasser, Glycerin und andere . 
fliissige Substanzen, die die Schleimhaut vertragt. 

Die Zubereitungen kbnnen weiterhin beispielsweise 
geeignete Konservierungs- , Stabilisierungs- und Uetzmittel 
sowie Siisstoffe, Farbstoffe und C-eschmackstoff e enthalten. 



Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele 
illustriert. Die Temperaturen sind in Grad Celsius angegeben. 
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* (a) Z-I^Leucyl-I-aspar^ 

N^-tosyl-L-ai^ini/l-glyoiraniid , 

13,0 g S-L-Aspai^giv^l.-S^^ 

N G -tosyl-L-argiiv^l-glyoinaii2icl [hs^s^vllt ii&d* E.L. Kuguenin 
und R,A, Boissonnas, Kelv, 49 . 69? (19'Sc) j burden in 2,00 ml 
Eisessig gelcst and mit 100 is I ?iivsi-- IT HBr/Eis^ssig- 
Losung verse tzt. Zas ^mi^ch yj^rc-.-s 4? Hinuten hsi Raum- 
temperatur gGrtthrt r*nd ai^oh^.i^s^-^-a in I 1 Astiv.sr 
eingetropft. Das ausg-afallv^ ^dreo^onzid Sss Propeptides 
wiirde mit Aether ssv/ascheia:, -'.lbs:? ZjE >.ui-i P./?- -^strccifrnet 
und in 10G ml Methanol gslos-j-, Dif. L^ung Tvilrd:; Ubor eine 
Saule von Dov;ex 2 (OH" -3?Oi7u"; gas*;;-..:!.. Eiuat unter /er- 
mindertein. Druck oir}£;ee:2g-j u^d dor rdiolcstand in 100 rzL 
DMF.geiost* Die. lUsung v;u-dT- .^1 v ; sii-fc 5,5 * S-L-Lau-OPhNO,, 
versetzt, die 'Mischiing 2 ^:uiix^npsratr:t: aufbewahrt 

und das geschutzta He;rap3^^:. dtirnh 3 1 . -.gabs von 1 1 Aethyl- 
acetat ausgefallt* ;nit .:. vhsi- und ie ^-l?.cetat gewaschen 
und getrocknet. Ausbeut-ss 16,3 g; F. 2.33-135°; [*!^ = -41,6° 
(c = 0.5, in DMF)* 

(b) Z-Ir-Leucyl-I^leucyl-L-aspavaginyl-S-ceiisyl-L-oysteinyl- 
L-prolyl-N -tosyl-L— argiuyl-gLyci^ieniid . 

Von 5,0 g Z— L-L9ucyl-L-aspa.Taginj"l--S~benayl— L-cystciriy i- 
L-prolyl-N -tosyl-L-arginyl-glycinamid vrurde in der unter 
(a) beschriebenen V/eise die Z-Schutzgruppe abgespalten und 
das erhaltene freie Anin -viu'dc- mit 1,35 g Z-L-L3u«0PhITO 2 
in 50 ml DMF urogesetzt. Die I'lischur.g wurde 3 Tage bei Raun- 
temperatur aufbewahrt, das jeKchiltste Heptapeptid durch 
Zugabe von Aethylacetat ausgefdilt , abfiltriert, mit 
Aethylacetat und Aether gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 
4,5 g; P. 188-189°} [a]j^= -41,2° (c'= 1, in CIIP) . 
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(c) Tos-S-Benzyl-L-cysteiriyl-O-benzyl-I^tyrogin-methyl- 
ester. 

Eine Lb sung von 21,9 g Tos-S-Benzyl-L-cy stein, 19,3 g- 
O-Benzyl-L-tyrosin-methylester-hydrochlorid und 6,73 ml 
ST-Methylmorpholin in- 200 ml DMF wurde bei 0° mit 1,30 g 
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt, 30 Minuten bei 0° und 
weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur gerlihrt und 15 Stunden 
bei 4° aufbewahrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt, der Ruck- 
stand in Essigester gelost und die Losung je dreirnal mit 
1 N HC1, gesattigter NaCl-Losung, gesattigter NaHCKX-Losung 
und gesattigter NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und unter 
vermindertem Druck eingeengt, Der Ruckstand wurde aus 
Aethanol/Hexan kristallisiert . Ausbeute: 25,7 _g; F f 111-112°; 
[a]^ 5 = +2,9° (c = If in Methanol). 1 

( d) Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O-bsnzyl-L-tyrosin-hydrazid , 

18 g Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O-benzyl-L-tyrosin- 
methylester wurden unter Erwarmen in 150 ml Aethanol gelbst. 
Die Losung wurde rait 7 ? 5 ml Hydrazinhydrat versetzt, 
18 Stunden* bei 5'0° und 5 Stunden bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Das auskristallisierte Dipeptidhydrazid wurde ab- 
filtriert, mit Aethanol und Aether gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 15,5 g; P. 179-180°; [a]^ 5 = +4,2° (c = 1, in DOT) . 

(e) Tos-S-Benzyl-L-cy steinyl-O-benzyl-L-tyrosyl-L-leucyl- 
L-leucyl-L-a3paraginyl-3-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-N - 

. tosyl-L-arginyl-glycinamid. 

Eine Losung von 0,95 g Tos-S-Benzyl-L-cysteinyl-O- 
benzyl-L-tyrosin-hydrazid in 15 ml DMF wurde bei -20° mit 
4,5 ml 2 N HCi in THF und 0,8 ml Isoamylnitrit versetzt. Das 
Gemisch wurde 40 Minuten bei -20° gerlihrt und bei dieser 
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Temperatur nach Neutralisation mi t tela 1,01 ml N-Methyl- 
morpholin mit einer LSsung von L-Ieucyl-L-leucyl-L-aapapaginyl- 
S-benzyl-L-cy 3 teinyl-L-prolyl-N G -tosyl-L-arginyl-glycin- 
amid (erhalten durch Abspaltung der Z-Schutzgruppe von 

1,83 g Z-L-Leucyl-L-leucyl-L-aeparaginyl-S-behzyl-L-cysteinyl- 
L-prolyl-lT-toayl-L-arginyl-glycinamid in der unter (a) 
beschriebenen Weise) in 10 ml DMF versetzt. Das Gemisch 
wurde eine Stunde bei -20° geriihrt und 15 Stunden bei 4° 
aufbewahrt. Dann wurde filtriert, das geschUtzte Nona- 
peptid durch Eintropfen des Filtrates in Vasser ausgefallt, 
abfiltriert, der Niederachlag mit aiedendera Aethanol 
digeriert, abfiltriert und der Ruckstand getrocknet. Aua- 
beute: 1,2 g; F. 228-230°; [«]g5 _ _ 2 ± fQQ (q = ^ ^ mft) # 

(f) [Leu , Leu ]-Argxninvasopreaain-diacetat . 

400 mg Tos-S-Benzyl-L-cyateinyl-O-benzyl-I-tyrosyl- 
L-leucyl-L-leucyl-]>asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl- 
L-prolyl-N -tosyl-L-arginyl-glycinamid in 500 mi flUssigem 
Ammoniak wurden mit Natrium reduziert. Nach Entfernung 
dea Ammoniaks wurde der Ruckstand in 600 ml 0,2#iger 
Essigsaure gelbst und die Loaung mit NaOH auf P H 7,3 ein- 
gestellt. Daraufhin wurden 55 ml einer 0,01 M 7 [Fe(CN) g ]- 
Lbsung zugegeben, wobei durch Zuaatz von etwaa NaOH der ' 
pH-Wert auf 6,8-7,4 gehalten wurde. Das Reaktionsgemisch 
wurde 15 Stunden bei 4° aufbewahrt und uber eine Saule 
von Amberlite IR-45 (Cl'-Form) gegeben. Daa Eluat wurde mit 
Esaigsaure angeaauert und an Amberlite CG-50 (H + -Form) 
adsorbiert. Nach Vaachen mit 500 ml 0,2#iger Essigsaure 
wurde rait einem Gemisch aus Pyridin/Eisessig/Vasser 
(30:4:66) eluiert und das Eluat unter intermediarer Auf- 
nahme von Waaser zweimal lyophiliaiert . Zur weiteren 
Reinigung wurde daa Lyophilisat in 3 ml einea 0,5M Ammonium- 
acetat-Puffera (pH = 6,4) geldat und nochmala an einer 
Saule aua Amberlite CG-50 (H + -Form) chromatographiert . Das 
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Eluat wurde mehrmals lyophiiisiert . Ausbeute: 115 mg; 
[a] D = -10,3° ( c = 1, in 1 N Essigsaure). 
Papierelektrophorese ; 

Puffer aus 2 ml Eiseasig und 20 ml Pyridin, auf- 
gefiillt mit l/asser auf 1 1 ( P H = 6,0): R f(Argin±n) = 0,64 ± 0,05; 

Puffer aus 37 ml Ameisensaure und 25 ml Esaigsaure, auf- 

gefiillt mit V/asser auf 1 1 ( pH = l, 7 ) = R_, . . . .= 0 ,47 ± 0 05 

f(Argmin) 

Beispiel 2 

(a) P-Benaylthiopropionyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-leucyl-L- 

asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-N G -tosyl-L- 
arginyl-glycinamid . 

Eine LSsung von 0,373 g 2-Benzylthiopropionyl-L- 
tyrosin-hydrazid [hergestellt nach M. Zaoral et al, 
Collection Czech. Chem. Commun. £2, 1250 (1967)] in 10 ml 
DMP wurde bei -20° mit 3 ml 2N HC1 in THP und 0,4 ml 
Isoamylnitrit versetzt. Das Gemisch wurde 40 Minuten 
bei -20° geruhrt und bei dieser Temperatur nach 
Neutralisation mittels 0,675 ml N-Methylmorpholin mit einer 
Losung von L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L- 
cy steinyl-L-prolyl-^-tosyl^L-arginyl-glycinamid ( erhalten 
durch Abspaltung der Z-Schutzgruppe von 1,15 g Z-L-Leucyl- 

L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-N G -tosyl-L- 
arginyl-glycinamid in der unter la beschriebenen Weise) in 10 ml 
DMF versetzt. Das Gemisch wurde eine Stunde bei -15 o ge- 
rUhrt und 3 Tage bei 4° aufbewahrt. Dann wurde filtriert, das 
geschutzte Peptid durch Eintropfen des Filtrates in ein 
Gemisch aus Vasser/Aethanol (2:1) ausgefallt, abfiltriert, 
erneut in DMP gelost, durch Eintropfen dieser Lbsung in 
Aethylacetat wieder ausgefallt, abfiltriert und getrocknet. 
Ausbeute: 0,8 g; F. 215-217°; 0]25 = _ 3 6,1° (c^l, in DMP). 
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(b) Deamino -[Leu- 5 , Leu 4 ]-argininvasopressin-diacotat . 

350 mg P-Benzylthiopropionyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L- 
leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cy steinyl-L-proIyl-N 0 - 1 o sy 1- 
L-arginyl-gOycinamid wurden analog zu der unter If be- 
schriebenen Weise in das gewiinschte Deamino 1 -[Leu 3 ,. Leu 4 ]- 
argininvaaopreaain-diacetat Uberfiihrt. Ausbeute: 129 mg; 
Mb 5 = -91,1° (c = 1, in 95#iger Easigsaure) 
Papierelektrophorese : 

Puffer aua 2 ml Eisessig und 20 ml Pyridin, aufgefullt 
mit Vaaser auf 1 1 ( P H = 6.,0): R f(AygirHn) = 0,42 ± 0,05; 

Puffer aua 37 ml Ameisensaure und 25 ml Essigaaure, 
.aufgefullt mit Vasser auf 1 1 (pH=l,7): % ( Ar ginin) =0 » 24 7 °»°5- 

Beiapiel 3 

(a ) Z-Glycyl-S-benzyl-L-cy3teinyl-L-tyrosyl-L-leucy 1-L-leucy 1- 

L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-l^-toayl-L- 
arginyl-glycinamid . 

Bine Losung von 0,465 g Z-Glycyl-S-rbenzyl-L-cyateinyl- 
L-tyroain-hydrazid [erhalten nach K. Joat et al., Collection 
Czech. Chem. Cbmmun. 26, 2496 (i961)] in 10 ml DMF wurde 
bei -20° mit 2,4 ml 211 HC1 in THF und 0,3 ml Isoaraylnitrit 
verse tzt. Das Geraisch wurde 40 Minuten bei -20° geriihrt und 
bei dieser Temperatur nach Neutralisation mittels 0,54 ml 
N-Methylmorpholin mit einer Lbaung von L-Leucyl-L-leucyl- 
L-asparaginyl-S-benzyl-L-eysteinyl-L-prolyl-N^-tosyl-L- 
arginyl-glycinamid (erhalten durch Abspaltung der Z-Schutz- 
gruppe von 0,92 g Z-L-Leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl- 
Ir-cysteinyl-L-prolyl-H G -to3yl-L-arginyl-glycinamid in der 
unter la beachriebenen Weiee) in 8 ml DMF versetzt. Daa 
Gemiacb. wurde eine Stunde bei -15° geriihrt und 2 Tage bei 4? 
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aufbewahrt. Dann wurde filtriert, das geschutzte Dekapeptid 
durch Eintropfen des Filtrates in eln Gemisch aus Wasser/ 
Aethanol (4:1) ausgefallt, abfiltriert, der Niederschlag 
erneut in DMF gelost, durch Eintropfen dieser LSsung in 
Aethylacetat wieder ausgefallt, abfiltriert und getrocknet. 
Ausbeute: 0,65 g; P. 226 T 230°; [a]^ 5 = -37,0° (c=l f in DMF). 

(b) Gly-[Leu^ f Leu 4 ]-argininvasopressin-diacetat . 

350 mg Z-Crlycyl-S-bensyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-L- 

leucyl-L-leucyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl- 

G" 

N -tosyl-L-arginyl~glycinamid wurden analog zu der unter 
If beschriebenen I7ei3e in das gewiinschte Gly-[Leu^, Leu^]- 
argininvasopressin-diacetat uberfuhrt. Ausbeute: 76 mg; 
[a]^ 5 = -70, 2° (c= 1, in 95#iger Essigsaure). 
Papier elektrophorese : 

Puffer aus 2 ml Eisessig und 20 ml Pyridin, aufgefullt 
mit Wasser auf 1 1 (pH = 6,0): It f ( Arginill )= 0,74 - 0,05; 

Puffer aus 37 ml Ameisensaure und 25 ml Essigsaure, 
aufgefullt rait tfasser auf 1 l(pH = 1,7): R f(Arginin) = 
0,49 - 0,05. 
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Beispiel 4 

Ea wurden in an sich bekannter V/eise Sublingualtabletten 
f olgender Zusammensetzung hergestellt : 

a) [Leu^, Leu^]-Argininvasopressin- 

diacetat 5,85 mg 

Milchzucker 66,17 mg 

Zucker pulv. . 20,00 mg 

Polyvinylpyrrolidon 7,00 ing 

Magnesiums tearat 1,00 mg 

100,00 mg 

b ) * [ Leu^ , Leu^*] -Argininvasopre ssin- 

diacetat . 11,66 mg 

Milchzucker 71,34 mg 

Mannit 60,00 mg 

Hydroxypropylmethylcellulose 5,00 mg 

Magnesiums tearat 2,00 mg 



150,00 mg 



Bei3piel 5 



Es wurde in an sich bekannter V/eise eine Injektions- 
lbsung f olgender Zusammensetzung hergestellt: 

pro ml 

[ Leu^ , Le ] - Ar gini n va s opr e s s in- 

diacetat 0,12 mg 

NaC1 9,00 mg 

HC1 0,1 N ad pH 3,5 q.s. 
H 2 0 ad injekt. ad 1,0 ml 
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Beiapiel 6 

Es wurde in an sich bekannter V/eise ein Lyophilisat 
folgender Zusammensetzung hergestellt: 

Gewichta teile 

[leu ,Leu ]-Argininvasbpreasin- 

diacetat 11,60 
L-Aepfelsaure 1,74 
D-Mannit 150,00 

163,34 

Urn eine anvendungsfertige InjektionslSaung zu erhalten 
werden 163,34 mg des Lyophilisates in 10 ml aqua dest. gelost, 
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Patentanspriiche 

^ Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden der Formel 

NH 0 
I 2 

Y— Tyr — Leu— Leu— Asp— Cys —Pro — Q — Gly— M 2 I 

worin Q den Rest des Arginins odor Lysins und 

Y den Rest des Cysteins^ der P-Mercaptopropion- 
saure oder Gly-Cys- darstellen und alio 
Aminosiiuren mit einera Asyinnetriesentrum 
L-Konf iguration aufweisen, 
und deren pharmazeutisch anwendbaren, nicht-toxischen Saure- 
additionssalzen, dadurch gekennzeichnet , dass nan 
a) . von einem Peptid der Formel 

NH-R 2 

1 I 
R CH — CO —Tyr —Leu — Leu — A sp —EH — CH— CO —Pro — Q 1 — Gly - mi 

Iff K 

S — G IX 

worin R 1 Wasserstoff oder einen Rest R la -NH- # 
11 

R Wasserstoff, eine Amino sc hut zgruppe 
oder den gegebenenfalls geschiitzten 
Olycylreat, 

2 

R Waaserstoff oder eine Amidschutsgruppe, 
Q f einen Rest der Formel 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) j-NH-C ( =NH ) -NHR 3 ] .-CO- oder 

-NH-CT[-(CH o L-NH-R 4 ]-C0- , 
R Wasserstoff oder eine den Guanidinreat 

schtitzende Gruppe und 
R Wasserstoff oder eine die e-Aminogruppe des 

Lyeins schtitzende Grut>pe bedeuten, aber 
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mindestens einer der Reste R 1 , R 2 und 
R bzw. R eine Schutzgruppe darstellt 
bzw; enthalt und alle Aminosaur'en mit 
einem Asymmetriezentrum L-Konfiguration 
aufweisen, 



die Schutzgruppe (n) abspaltet und das freie Peptid gegebenen- 
falls durch Umsetzung mit einer organischen odsr anorganischen 
Saure in ein pharmazeutisch anwendbares, nicht-toxisches 
Saureadditionssalz uberfuhrt, oder 
b) ein. Peptid der Formel 



,7 _ „ _ _ _ J 2 



R ~ P I— co — Tyr —Leu —Leu— Asp — NH — Cli— CO-Pro - Q— Gly — Nil 

CI 

R 6 -S 



f 2 »5 6 ? H ? 

S — R J "6 



worin Q die oben angegebenen Bedeutungen hat, 

R und R jeweils Wasserstoff oder Sulfhydryl- 

schutzgruppen darstellen und 
R 7 Waaserstof f , H g H- oder Gly-NH- ist und 

alle Aminosauren mit einem Asymmetriezentrum 
L-Konfiguration aufweisen, 
oxydiert, uhter gleichzeitiger oder vorgangiger Abapaltung 
gegebenenfalla vorhandener Schutzgruppen und das Reaktiona- 
produkt gewiinachtenfalls durch Umaetzung mit einer organischen 
oder anorganischen Saure in ein. pharmazeutisch anwendbares, 
nicht-toxisches Saureadditionssalz uberfuhrt, oder 
c) ein Peptid der. Formel 
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NH-R 2 

r1 ~ CH — CO — Tyr— Leu— Leu— Asp— NH — CH— CO —Pro— Q • — G-ly— NH p 

Tz , 6 W - ■ ■ 

S— R p bP — s XI 



worin R 1 Waeserstoff oder R i:L -NH-j 

R 11 Wasserstoff, eine Aminoschutzgruppe oder 
den ggf . geschiitzten Glyeylrest, 

2 

R Wasserstoff oder eine Amidschutzgruppe; 
Q' einen. Rest der Pormel 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) 3 -NH-C ( =NH ) -NHR 5 ] -CO- oder 

-NH-CH[ - ( CH 2 ) 4 -NH-R 4 ]-C0-, 
R^ Wasserstoff oder eine den Guanidinrest 
schiitzende Gruppe, 

4 

R Wasserstoff oder eine 'die e-Aminogruppe 

des Lysins schiitzende Gnippe und 
R^ und R 6 jeweils Wasserstoff oder Sulfhydryl- 
schutzgruppen darstellen, aber mindestens 
einer der Reste R 1 , R 2 und B? bzw. R* 
eine Schutzgruppe darstellt bzw. enthalt 
und alle Aminosauren mit einem Asymmetrie- 
zentrum L-Konfiguration aufweisen, 
unter gleichzeitiger Abspaltung der Schutzgruppe (n) oxydiert 
und das Reaktionsprodukt gewiinschtenfalls durch Umsetzung mit 
einer organischen oder anorganischen Saure in ein pharraa- 
zeutisch anwendbares , nicht-toxisches Saureadditionssalz 
Uberfuhrt, oder 

d) eine Verbindung der Formel 



409823/1105 



- 25 - 

235733^ 



- MH 0 .. . ' 

Mpr-Tyr-Leu-Leu-Asp-Cys-Pro -Q_Gly-R 8 XII 
i ■ 1 

worin die oben angegebenen Bedeutungen hat, 
R Hydroxy oder eiri die Carboxylgruppe 
aktivierender Rest ist und 

Mpr den Rest der P-Mercaptopropionsaure bedeutet, 
amidiert oder ' 

e) ein Hexapeptid der Formel 

I 2 

CH 2 — CO— Tyr -Leu -Leu- Asp — MH-CH — CO-R 8 XIII 

I 2 CH 
3 : _ ^ 



mit einem Tripeptid der Formel 

H— Pro— Q— Gly— NH 2 xiy 
bzvi ein Heptapeptid der Formel 



I 2 



? H 2~ C0 ~ Tyr ~ Leu ~ Ieu — A SP-NH- CH-CO — Pro -R 8 



XV 



mit einem Dipeptid der Fornel 

H— Q-Gly-NH 2 r/I 
bzv. ein Octapeptid der Formel 
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•rait Qlyeinamid umsetzt und das srhaltene Ilonapeptid gogsbenen- 
falls in ein pharnazeutisch anwendbaros, nicht-toxisches Siiure 
additionscalz Uberflihrt, wobei j.n den Forme In XIV und XVI Q di 
. oben angegebenen Sedeutungsn hat, R 8 Hydroxy oder eine die 
Carboxylgruppe aktivierende Gruppe darstellt, und alio Anino- 
aauren oit einem Asymmetriezentrura L-Ko;ifigura*ion aufwcisen. 

2. Verfahren nach. Anspruch 1, dadurch gelcennzeichnet , 
dass [leu , Lsu J-Argininvasoprassin oder ein Salz da.von 
hergestellt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gokennzeichnet . 
dass [Leu f Leu ]-Lyalnva3opresain oder ein Salz davon 
hergeatellt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch l f dadurch gekennzeichnet , 
dass Deamino^Ieu^, Leu^j-argininvaaopressin oder ein Salz 
davon hergeatellt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gelcorinzeichnet , 
dass Deamino^"-[Leu^ f Leu^]-lysinvasoprsssin oder ein Salz 
davon hergestellt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichne t , 
dass Gly-[Leu^ f Leu^J-argininvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt wird. 
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7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 9 
dass Gly-[Leu , Leu^]-lysinvasopressin oder ein Salz 
davon hergestellt wird. 
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8. Verfahren zur Herstellung von pharraazeutischcn Tr'd 
paraton, dadurch gekennzeichnet 9 dass man eine oder "wehrere 
bindungen der Formal I gemass Anspruch 1 oder eines ocler 
mehrere ihxer nicht-toxischen Sau.x-eadditioiiosalse mil; «ur 
therapeutischen Verabreichung geeigneten, nicht-toxisclien, 
inerten, an sich in solchen Praparaten ublichcn .fcotcn oder 
fliissigcn Tragern vermischt. 

9. Pharma^sutische Prilparatc , gokenn^oiobm->l durch ei> 
(Jehart an einer oder melircryn Ver bindungen dor Form el I gcr;. : 
Anspnich 1 oder eines oder nehreror i hrer nichk-io: i.:;ch--n 
niiurcadditions3c!lze <. 
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10. Ein Polypeptid der Foriael 

I 2 

Y — Tyr — Leu —leu— Asp — Cys— Pro — Q — Gly — NH_ I 

L I 2 

worin Q den Rest des Arginins oder Lysins und 
Y den Rest des Cysteins, der P-Mercapto- 
propionsaure oder Gly-Cys- darstellen 
und' alie Aminosauren nit einem Asyrnuietric- 
zentrum L-Konf tguration aufweisen, 
und doosen pharnaseutisch amrendbare, nicht-toxische Allure- 
additions aalze . 

11. [Leu' f Leu^]-Argininvasopressin und dessen pharma- 
zeutitjch anv;endbare, nicht-toxische Saureadditionssalze . 

12. [Leu', leu^l-Lysinvasoprnssin und dessen pharma- 
zeutisch anwendbare, nicht-toxische Suureadditicnssalze . 

. 13. DeanLtno^-LLeu^, Leu^]-argininvasopressin und dessen 
pharmazeutisch amrendbare f nicht-toxische Saureadditionssalse . 

14. Dearaino 1 -[Leu', Leu^]-lysinvasopressin und dessen 
pharmazeutisch. amrendbare , . nicht-toxische Saureadditionssalze . 

15. Gly-[Lcu', Leu^J-argininvasopressin und dessen 
pharmaaeufciscli anv<endbare f nicht-toxische Saureadditionssalse. 

1G. Gly- [Leu', Leu^ J-lysimrasopressin und dessen pharma- 
zeutisch anwendbare 9 nicht-toxische Snureadditicnssalze . 
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